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.QUE SON LOS DENDRIMEROS?

Los dendrimeros son moléculas poliméricas, versatiles y tridimensionales
de sintesis quimica con forma bien definida, tamafio nanoscépico y con propie-
dades fisico-quimicas que recuerdan a las de las biomoléculas (Figura 5.1). Los
dendrimeros han recibido gran atencién en los ultimos afios debido a su posi-
ble utilizacioén en aplicaciones tan variadas como catdlisis a nanoescala, senso-
res quimicos, micelas unimoleculares, imitaciéon de la funcién de las enzimas,
encapsulacion de moléculas, reconocimiento molecular, agentes de diagnéstico
y también como vehiculos para el transporte de genes y farmacos.

Ficura 5.1. Imdgenes generadas por ordenador de nanoparticulas. Imagen cortesia del Centro
Nacional de Nanotecnologia Biolégica (Center for Biologic Nanotechnology), Universidad
de Michigan-Ann Arbor.
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FiGura 5.2.  La estructura de los polimeros tradicionales (clases I a Ill) ha conducido a las
estructuras dendriticas o clase 1V en las que agrupan cuatro subclases de polimeros.

i

El término «dendrimero» procede del griego «dendron» que significa «ar-
bol» o «ramax», y el sufijo «mero», que significa «segmento» (1). Otro nombre
que reciben los dendrimeros es el de «arboroles» (2), por su semejanza con las
raices de los arboles, con las dendritas de las neuronas, son conocidos también
como arboles moleculares.

Estas moléculas hiper-ramificadas presentan la ventaja de ser modificadas
para presentar un grupo funcional deseado de forma multivalente, de forma que
incremente sinérgicamente su accién. En quimica orgénica sintética, las estruc-
turas dendriticas se consideran actualmente como la cuarta generacién o clase
de la arquitectura macromolecular que ha ido desarrolldndose desde los prime-
ros polimeros, en la década de los afios treinta, hasta la actualidad (Figura 5.2)
emergiendo como una nueva clase de polimeros llamados moléculas «en cas-
cada», y desarrolladas por Votgle y su grupo (3).

Mis tarde, el desarrollo de estos disefios moleculares junto con el avance
de las técnicas sintéticas dieron lugar al desarrollo de estructuras dendriticas mds
grandes, que fueron denominadas «dendrimeros» (4-6).

Los dendrimeros, que se engloban dentro del nivel nanoscépico (Figura 5.3),
son moléculas con estructura bien definida y con baja polidispersidad en com-
paracién con los polimeros tradicionales. A nivel molecular, la estructura rami-
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Ficura 5.3. Niveles atémicos, molecular y nanoscopicos en comparacién con tamarios virales,
microbiologicos y celulares.

ficada origina en general estructuras semiglobulares o globulares, la mayoria
con una alta densidad de grupos funcionales en su superficie junto con un vo-
lumen molecular «pequefio».

Los dendrimeros de mayor generacién ocupan un volumen hidrodindmico
menor comparado con los polimeros lineales, debido a su estructura globular.
Sin embargo, en comparacion con las proteinas, los dendrimeros presentan un
mayor volumen hidrodindmico.

Para conocer mejor estas moléculas, se expone a continuacién una amplia
revision acerca de distintos aspectos de la quimica y las aplicaciones biomédi-
cas de las mismas desde una perspectiva historica.

La estructura dendrimérica esta caracterizada por «capas» entre cada pun-
to focal llamadas «generaciones». La definicion exacta del término «generacién»
ha sido objeto de controversia, aceptindose generalmente el nimero de puntos
focales (o puntos «cascada») que aparecen desde el core (nucleo central) hasta
la superficie. Un dendrimero de generacién 5 presenta por tanto 5 puntos foca-
les entre el nucleo y la superficie. El nicleo es denominado a veces «genera-
cion cero» (G0), ya que no presenta ningtn punto focal. En los dendrimeros tipo
polipropilen-imina (PPI), el niicleo es 1,4-diaminobutano; para los dendrimeros
poliamidoamina (PAMAM), el nicleo es bien amonio o bien 1,2 etilendiamina
(Figura 5.4). En el caso de los PAMAM, los compuestos intermedios que pre-
sentan grupos carboxilato en superficie se denominan dendrimeros de «media
generacion» (ejemplo: G1.5 o G2.5).

El disefio de los dendrimeros puede estar basado en una gran variedad de
grupos funcionales, como las poliaminas en el caso de los PPI (3), por una mez-
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FiGura 5.4. Dendrimero PAMAM generacion 2, con un niicleo de etilendiamina (2 carbonos),
y superficie amidoetanol. Adaptado de la web de Dendritech y Sigma-Aldrich.
http:/lwww.dendritech.com; http:/lwww.sigmaaldrich.com

cla de aminas y poliamidas, como los PAMAM (5) o estar constituidos por su-
bunidades poli(aril éter) mas hidrofébicas (7). Otros ejemplos son los disefios
basados en nicleos de carbohidratos (8) o de fosforo (9), o de calixarene (10).

w®
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FiGura 5.5. Dendrimero carbosilano (CBS) generacion 2, con un niicleo de silicio y superficie
terminal de aminas (11).
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Recientemente, se han sintetizado unos dendrimeros conteniendo elemen-
tos como silicio, asi llamados carbosilanos (CBS) (Figura 5.5) (11). Los den-
drimeros dependiendo del grupo funcional que presentan en la periferia, pueden
ser neutros o con carga (catiénicos o anionicos) que pueden proveerle de dife-
rentes caracteristicas y funciones.

SINTESIS QUIMICA, ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICOQUI-
MICAS DE LOS DENDRIMEROS

Las estructuras dendriticas son sintetizadas en base a dos aproximaciones
diferentes, sintesis divergente o convergente. En la aproximacién divergente, el
dendrimero es sintetizado desde el nicleo como punto de inicio y crecido ge-
neracién a generacidn hasta la superficie. Sin embargo, el elevado nimero de
reacciones que tienen que llevarse a cabo sobre una tnica molécula (con mu-
chos sitios equivalentes de reaccién), requiere unas transformaciones muy efec-
tivas (con un rendimiento en torno al 99%) para evitar defectos. Incluso para
transformaciones por generacion muy eficaces el rendimiento de un dendrime-
ro PPI «perfecto» serd sélo aproximadamente del 25% por el método divergen-
te (12). La alternativa de sintesis convergente desarrollada por Hawker y Fre-
chet (13) comienza desde la superficie y finaliza en el nicleo, donde los
segmentos de dendrimero (o dendrones) son acoplados todos juntos. En la apro-
ximacién convergente, solamente un pequefio nimero de sitios reactivos son
funcionalizados en cada paso, dando lugar a un menor nimero de defectos, au-
mentando asi el rendimiento. Cada generacion sintetizada puede por tanto ser
purificada, a pesar de que en los dendrimeros de gran generacion esta tarea es
mds dificil, por las grandes similitudes entre los reactantes y el producto for-
mado. Sin embargo, con una purificacién apropiada en cada paso, se pueden ob-
tener dendrimeros sin defectos por la alternativa convergente.

Al crecer la estructura dendrimérica, aparecen varios compartimentos. La
estructura se divide asi en tres partes:

» La superficie multivalente, con un alto nimero de sitios reactivos po-
tenciales.

e El armazén externo, justo por debajo de la superficie con un microam-
biente protegido de la parte externa por la superficie dendrimérica.

* El nucleo, que en los dendrimeros de alta generacion estd protegido de
las capas circunvalantes, creando un microambiente rodeado por las ra-
mas dendriticas.
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TaBLa 5.1. Impacto en el peso molecular y en el tamariio de los dendrimeros PAMAM
seglin crece la generacion. Adaptado de la web de Dendritech.
http:Ilwww.dendritech.com.

PAMAM
dendrimeros Peso Molecular Didmetro en Grupos en
Generacion nanémetros (nm) superficie
0 517 15 4
1 1,430 22 8
2 3,256 2.9 16
3 6,909 36 3
4 14215 45 6
5 28,826 54 128
6 58,048 6,7 256
7 116,493 8,1 512
8 233,383 9,7 1024
9 467,162 114 2048
10 934,720 13,5 4096

El interior es por tanto un lugar con potencial para encapsular moléculas-
huésped. Las tres partes del dendrimero pueden ser adaptadas especificamente
para el propésito deseado (lograr sensores dendriticos, vehiculos para farmacos,
etc.). Por otra parte, la superficie multivalente de los dendrimeros de alta gene-
racion puede contener un alto nimero de grupos funcionales. Esto hace también
a las superficies dendriticas y al armazén externo zonas con posibilidad de inter-
accion con moléculas del huésped. En la Tabla 5.1 se puede observar el impac-
to en el tamafio del dendrimero PAMAM a medida que aumenta su generacion.

Tras la aparicién de los dendrimeros se sugirié que la nanoestructura tridimen-
sional de los dendrimeros de mayor generacion harfa a estas estructuras similares
en cierta forma a las proteinas (14). Sin embargo, a diferencia de las proteinas, que
consisten en cadenas polipeptidicas plegadas, la estructura poli-ramificada del inte-
rior de los dendrimeros estd mayoritariamente formada por enlaces covalentes, re-
sultando de alguna manera en una estructura menos flexible.

Ademads, un dendrimero es en promedio menos compacto que una proteina
(el interior no estd compactado tan eficientemente como en una proteina); por
ultimo, el dendrimero contiene un nimero sustancialmente mayor de grupos fun-
cionales en la superficie que una proteina de un peso molecular similar.
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FiGura 5.6. Dendrimeros de PAMAM teiiidos positivamente con una solucion acuosa al 2% de
dcido fosfotiingstico y detectado por microscopia TEM. Dendrimero de diferentes generaciones
a) G10; b)GY; ¢)GS; d) G7; e)G6; f) GS. La escala indica 50 nm. Para G6 y G5, una cantidad
de G10 se ha anadido como comparacion. Adapted with permission from Jackson
y colaboradores (14). Copyright 1998 American Chemical Society.

La técnica de TEM (Transmission Electronic Microscopy) mediante un haz
de electrones altamente energéticos, permite entonces obtener una imagen indi-
vidual de un dendrimero, dando informacién directa de tamafio, forma, polidis-
persion y alineamiento de las moléculas. El grupo de Jackson y colaboradores
(15), consiguieron visualizar con éxito diferentes generaciones del dendrimero
PAMAM utilizando esta técnica (Figura 5.6).

Estudios de dindmica molecular llevados a cabo por varios grupos mues-
tran que los dendrimeros, de forma similar a las proteinas, pueden adoptar una
forma nativa (mds compacta) o desnaturalizada (extendida), dependiendo de la
polaridad, la fuerza iénica y el pH del solvente (Figura 5.7). Los dendrimeros
PPI y PAMAM que contienen aminas primarias en su superficie muestran con-
formaciones extendidas a pH 4cido debido a las repulsiones electrostaticas en-
tre las aminas terciarias protonadas del interior y entre las aminas primarias de
la superficie (16). A pH > 9, se produce un plegamiento como consecuencia de
los puentes de hidrégeno entre las aminas terciarias interiores y las primarias de
la superficie, resultando en un nicleo més denso.
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Ficura 5.7.  Simulacion de comportamiento de solubilidad de dendrimeros de PAMAM frente
a pH dcido (izquierda) y su plegamiento y compactacion a pH bdsico (derecha).

SIGNIFICACION DE LA MULTIVALENCIA EN LAS INTERACCIO-
NES BIOLOGICAS

En la Naturaleza nos podemos encontrar con muchos ejemplos de interac-
ciones multivalentes, desde las uniones divalentes de los anticuerpos y de mu-
chos receptores bioldgicos hasta las interacciones multivalentes de las patas de
la salamanquesa que se cuentan por millones (18). La multivalencia ha demos-
trado conllevar una actividad incrementada comparando con las interacciones
univalentes. El aumento sinergistico de una actividad (ej. de una actividad ca-
talitica, o de la afinidad de una unién, etc.) de un sistema multivalente respec-
to a uno monovalente es denominado «efecto dendritico» (8), (19). El efecto
dendritico es atribuido a una accién cooperativa en un sistema multivalente que
resulta en un efecto mayor que el que corresponderia a la valencia del sistema
(efecto aditivo). La multivalencia puede incrementar ademads la especificidad de
una interacciéon dada (20), esencialmente incrementando la afinidad por el li-
gando. Los sistemas bioldgicos estdn repletos de ejemplos de interacciones mul-
tivalentes (21), y esto puede ser debido a que las interacciones multivalentes
proveen de:

e Un incremento en la fuerza de unién en uniones de baja afinidad respec-
to a los ligandos simples.

» Interacciones célula-célula mas eficientes.
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Los factores que pueden jugar un papel en estas interacciones incluyen ob-
viamente la geometria de los ligandos y la flexibilidad de su unién al dendri-
mero (22). Los dendrimeros tienen por tanto el potencial de imitar la multiva-
lencia de algunos sistemas bioldgicos de una manera muy bien definida.

CARACTERISTICAS FUNDAMENTALES DE LOS DENDRIMEROS
EN BIOMEDICINA

Para poder utilizar un dendrimero en biomedicina, éste debe cumplir varias
condiciones de importancia crucial:

» No ser toxicos.
» No inmunogénicos (excepto para vacunas).

» Atravesar barreras bioldgicas: barrera hematoencefalica, membranas ce-
lulares, intestino, pared vascular...

 Ser estables y permanecer en circulacion el tiempo necesario para tener
el efecto clinico buscado.

e Ser capaz de dirigirse a dianas especificas.

Toxicidad

No soélo los dendrimeros catidnicos, también las macromoléculas cationicas
en general, causan desestabilizacién de la membrana celular induciendo lisis ce-
lular (23). El mecanismo exacto de la citotoxicidad causada por estas estructuras
no se conoce completamente. Inicialmente, estudios comparativos de citotoxoci-
dad sobre diferentes lineas celulares concluyeron que los PAMAM amino-termi-
nados (Starbust®) presentaban una menor citotoxicidad que los dendrimeros ba-
sados en lisina. Sin embargo, cuando los PAMAM fueron ensayados sobre células
de adenocarcinoma humano Caco-2 (24, 25), mostraron una toxicidad importan-
te. La toxicidad demostr6 ser dependiente de la generacidn, siendo los dendrime-
ros de mayor generacion los mds toxicos (24, 25). Esto esta de acuerdo con el ha-
llazgo general de que los polimeros con mayor peso molecular son los que
presentan una mayor citotoxicidad (26). Ademas, los estudios de hematotoxicidad
con los PAMAM amino terminados demostraron que dichos dendrimeros presen-
taban un efecto hemolitico sobre una solucién de hematies de rata que también se
incrementaba con la generacion del dendrimero (27). Estudios de miotoxicidad
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sobre musculos de rata Sprague-Dawley mostraron que los PAMAM G4 amino
terminados eran mas miotoxicos que los liposomas y proteinas ensayados (28).
Estudios sobre células de neuroblastoma en cultivo con distintas concentraciones
de dendrimeros PEI, PP y PAMAM durante una semana mostraron toxicidad de
los dos ultimos (29). Estudios recientes han demostrado que los PAMAM amino-
terminados, con una estructura de mayor tamafo (por ejemplo grupos alquilo) pre-
sentan mayor toxicidad que los PAMAM con loa grupos amino libres.

Para los PPI amino terminados se ha encontrado un efecto similar de toxici-
dad generacion dependiente (31). Como sucede para los PAMAM, los PPI con ma-
yor generacién han demostrado ser los mas hemoliticos en hematies de rata (27).

En resumen, los dendrimeros amino-terminados suelen ser citotoxicos (27).
La citotoxicidad de los dendrimeros catiénicos puede ser debida a las interac-
ciones entre la superficie catiénica del dendrimero y la superficie cargada ne-
gativamente de las membranas celulares, permitiendo a dichos dendrimeros ad-
herirse a la superficie celular y dafiarla, causando la lisis celular.

Sin embargo, los dendrimeros PAMAM con grupos carboxilato en su su-
perficie (anidénicos) presentan una menor toxicidad que los dendrimeros cati-
nicos amino terminados, segin estudios realizados en células Caco-2 (24). La
toxicidad de los dendrimeros no estd determinada solamente por la naturaleza
de los grupos de superficie, sino también por la naturaleza quimica del esque-
leto dendrimérico. Dendrimeros con esqueleto aromdtico poliéter con grupos
carboxilato aniénicos en superficie han demostrado ser hemoliticos para hema-
ties de rata tras 24 horas de incubacion. Pudiera ser que el interior aromdtico
del dendrimero causara hemdlisis debido a contactos hidrofébicos con la mem-
brana. (27). Se ha demostrado recientemente que los dendrimeros CBS con gru-
pos aniénicos en la superficie (sulfonato o carboxilato) presentan una menor to-
xicidad que los mismos CBS con grupos funcionales catiénicos (32).

La utilizaciéon de aditivos puede reducir la citotoxicidad de forma impor-
tante en los dendrimeros amino-terminados. Por ejemplo, la adicién al medio de
cultivo de suero de ternera fetal reduce la toxicidad de dendrimeros PAMAM
modificados con el fluoréforo Oregon-Green sobre células de carcinoma hu-
mano HeLa respecto al PAMAM s6lo (33). Ademas, la toxicidad de los PA-
MAM disminuye cuando forman complejos con ADN (34, 35). Lo mismo ocu-
rre para los PPI y para los CBS (36, 37). Esto indica que la unién no covalente
entre los dendrimeros y el ADN, ARN o las proteinas lleva a un efecto de ate-
nuacién del policatién, similar al que se obtiene por modificacién covalente de
las aminas de superficie. Sin embargo, estas observaciones son contradichas por
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otros estudios de citotoxicidad de complejos entre policationes y ADN (38). Es-
tos estudios muestran la misma o mayor toxicidad cuando un dendrimero no
modificado PAMAM se une a ADN; en este caso, la toxicidad no puede ser atri-
buida a la carga electrostatica de superficie, sino a la gran cantidad de ADN in-
troducido en las células por el dendrimero, lo cual puede llevar a apoptosis (39).

La toxicidad de los dendrimeros depende en gran medida de las lineas celula-
res sobre las que se ensayen, existiendo unas lineas mas sensibles que otras. Los
cultivos primarios asi mismo son en general mas sensibles a la toxicidad ante cual-
quier desafio con una droga que las lineas de cultivo establecidas o inmortalizadas.

Sélo hay unos pocos estudios acerca de la toxicidad de los dendrimeros in vivo.
En general, la inyeccién en ratones de concentraciones de 10 mg kg' de PAMAM
hasta generacion 5 no parecen ser toxicas, independientemente de si presentan mo-
dificaciones o no en la superficie (26, 40). Es mads, la inyeccién de PAMAM no
modificados junto con ovoalbiimina en ratones no fue toxica in vivo (no se obser-
v6 pérdida de peso, ni formacién de granulomas, ni hemdlisis o inflamacién) (41).
Nuevos dendrimeros poliesteres con terminaciones hidréxido o metéxido han de-
mostrado no ser téxicos tanto in vitro como in vivo (42, 43). A altas concentracio-
nes (40 mg mL™") estos poliésteres inducen cierta inhibicién del crecimiento celu-
lar in vitro pero no se observa mortalidad celular; cuando se inyectan en ratones,
no se observaron fendmenos de toxicidad aguda ni a largo plazo. Las propiedades
no téxicas hacen de estos nuevos dendrimeros moléculas prometedoras biodegra-
dables para el transporte de farmacos, ya que el dendrimero puede ser destruido
por enzimas hidroliticas después de la liberacién del principio activo.

Inmunogenicidad

Los estudios sistematicos iniciales realizados con dendrimeros PAMAM no
modificados mostraron baja o ninguna inmunogenicidad de los dendrimeros de
generaciones entre G3 y G7 (26, 41). Sin embargo, estudios posteriores mos-
traron algtin grado de inmunogenicidad de estos dendrimeros encontrando que
la modificacion de los PAMAM aminoterminados con cadenas de polietilengli-
col (PEG) reduce la inmunogenicidad y aumenta la semivida plasmaética de los
PAMAM en comparacion con los PAMAM no modificados (44). Las cadenas
de PEG aumentan la hidrofilia del dendrimero, creando una superficie altamen-
te hidratada que induce pocas alteraciones con el microambiente fisiolégico que
le rodea. Por otro lado, la superficie del dendrimero puede ser modificada con
antigenos o epitopos T dependientes creando compuestos altamente inmunogé-
nicos, caracteristica intrinseca en la creacion de vacunas.
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Capacidad de transfeccion y transvasacion

Los dendrimeros pueden formar complejos con el ADN o ARN vy transportar
éste dltimo al interior de las células, con menos dafio en la membrana celular y me-
nos efectos toxicos comparados con los dendrimeros libres. Se han estudiado distin-
tas aproximaciones para aumentar la capacidad de transfeccion de los complejos
ADN-dendrimeros (dendriplexes) (35, 45). Los estudios de transfeccion in vitro me-
diante la adicion de cantidades moderadas de beta-ciclodextrinas sulfonadas (BCD)
concluyeron que se aumentaba la capacidad de transfeccion de los dendriplexes ADN-
PAMAM, debido a la unién idnica entre los sulfonatos cargados negativamente de
los BCD y los grupos catiénicos de los PAMAM, llevando a una modificacién de la
composicion del complejo ADN-dendrimero (46). En los dendrimeros de polilisina,
la eficacia de transfeccion se aumenta afiadiendo en su superficie PEG; sin embar-
go, el porcentaje global de transfeccion con estos dendrimeros es bajo, probablemente
por la liberaciéon moderada de ADN desde los mismos (47). Las investigaciones con-
cluyen generalmente en que la forma esférica de los dendrimeros no constituye una
ventaja para el transporte de ADN al interior celular, mostrando los dendrimeros frag-
mentados por calor o la accién de detergentes una eficacia superior de transfeccién
respecto a los no En cuanto a la capacidad de extravasacion, estudios in vivo con los
PAMAM demostraron que el tiempo de extravasacion aumenta con el tamafio y el
peso molecular de los dendrimeros (49). Estudios in vifro con epitelio intestinal de
rata mostraron que la tasa de transferencia a través del epitelio de dendrimeros PA-
MAM fue mas rapida que para otros polimeros estudiados, sugiriendo que estos den-
drimeros pudieran ser utilizados en sistemas de transporte oral (50).

Aplicaciones biofarmacéuticas de los dendrimeros

El desarrollo de nuevos nano-polimeros biocompatibles se ha convertido en
un importante objetivo de las compaiifas dedicadas a la Biotecnologia. Las po-
sibles aplicaciones biofarmacéuticas de estos nanopolimeros han demostrado ser
multiples:

 Transporte de farmacos, con el fin de aumentar la biodisponibilidad y la
fraccion activa de los mismos; liberacion controlada de farmacos, con el
fin de prolongar y/o distribuir mejor su efecto a lo largo del tiempo.

» En terapia génica: una de las facetas mas estudiadas de estos nanopoli-
meros ha sido la relacionada con su potencial para el transporte de ADN,
ARN, plasmidos al interior de las células.
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» En vectorizacion de farmacos:como glico-transportadores.
* En administracion transdérmica de farmacos (iontoforesis).

» Como antivirales, interfiriendo con el ciclo replicativo de virus y bacte-
rias, postuldndose su posible aplicacion en dispositivos barrera para la pre-
vencion de enfermedades de transmision sexual, como los microbicidas.

e Como antibacterianos.
e Como antitumorales.
» Como desnaturalizantes de proteinas.

e Como vacunas actuando como soporte estructural de péptidos antigéni-
cos en el disefio de estrategias de vacunacion.

Dendrimeros como transportadores de farmacos

Los dendrimeros de tipo PAMAM y PPI, con un gran peso molecular y su-
perficies multivalentes, son macromoléculas con potencial aplicacién en trans-
porte de farmacos. La interaccién con el farmaco puede tener lugar bien en las
cavidades del niicleo dendrimérico (endo-receptor), bien en la superficie multi-
valente del armazoén externo del dendrimero (exo-receptor). Un ejemplo de den-
drimero endo-receptor es la «caja dendritica» (51), donde un PPI G5 es modi-
ficado en superficie con grupos fenil-alanina, que protegen el armazén externo
haciéndole mds denso. Durante el proceso de crecimiento del dendrimero, se en-
capsulan en su interior moléculas de diferente tamafio. El dendrimero puede por-
tar 4 moléculas grandes (Rosa de Bengala) y 8-10 pequeias (4dcido p-nitroben-
zoico). Cuando este dendrimero se trata con acido férmico, el armazdn exterior
se abre permitiendo la liberacién de las moléculas hospedadas en su interior.

Guadarrama y colaboradores elaboraron unos modelos dendriméricos para
poder observar la localizacién de las moléculas de ibuprofeno y avermectina
(Figura 5.8) para poder evaluar las interacciones entre el dendrimero y los far-
macos por medio de célculos de dindmica molecular (52).

Frechet propuso una micela unimolecular basada en una red dendrimérica
de poliarileter con grupos carboxilato en superficie que era capaz de disolver
moléculas apolares (7). Este tipo de dendrimeros serian buenos candidatos para
el transporte de compuestos hidrofébicos bioactivos, como los esteroides.

Mitchell y col. modificaron las aminas de superficie de los dendrimeros PA-
MAM con un derivado del glicerol (tris(thidroximetil)aminometano), creando
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Figura 5.8. Proceso de encapsulacion del dendrimero PAMAM de tercera generacion con las
moleculas de ibuprofeno (derecha) y avermectina (izquierda) encapsulados en color amarillo (52).

dendrimeros hidrosolubles capaces de unir compuestos arométicos acidicos an-
tibacterianos, los cuales pueden ser liberados cuando baja el pH (53).

Los dendrimeros de estructura carbosilano, CBS, hidrosolubles y biocom-
patibles desarrollados por Ortega y colaboradores (10) propiciaron nuevas in-
vestigaciones con estos dendrimeros en el transporte de firmacos polianiénicos,
tales como la heparina, algunos antiinflamatorios no estroideos como la indo-
metacina, acido acetilsalicilico, etc, evitando los efectos indeseados de la unién
de estos farmacos a proteinas del plasma o a RNasas (54). Debido a su labili-
dad a pH dacido, podrian ser utiles para la administracién de farmacos aniénicos
de forma pH dependiente (36, 55).

Dendrimeros en terapia génica

El interés de los dendrimeros como transportadores de farmacos se ha foca-
lizado principalmente en su capacidad de transporte de ADN o ARN al interior
de las células (transporte de genes o de secuencias cortas de ADN o ARN inhi-
bidoras) en terapia génica sustitutiva o terapia antisentido. En este particular exis-
ten miiltiples estudios con PAMAM o PPI amino-terminados no modificados
como agentes de transfeccién no virales de ADN al nucleo (34, 35, 56-59).

Como se puede observar en la Figura 5.9, los dendrones se distribuyen a lo
largo de su linearidad con las moléculas de DNA atrapadas alrededor de las car-
gas positivas del dendrén (60). Se ha encontrado que los dendrimeros parcial-
mente degradados o fragmentados presentan una mayor capacidad de transfec-
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Ficura 5.9. Imdgenes de dendrones con DNA complejado obtenidas mediante el microscopio
electrénico de barrido (Scanning Force Microscopy). Las escala representa 250 nm. Adaptado
con permiso de Gossl 'y colaboradores (60). Copyright 2002 American Chemical Society.

cion; a esto se le llama «activacién» del dendrimero, que puede ser por rotura
hidrolitica de los puentes amida (48, 61, 62); en comparacién con los dendri-
meros intactos, los dendrimeros degradados parcialmente tienen una estructura
mas flexible (menos puentes amida) y forman una estructura mas compacta con
el ADN, lo cual favorece la transfeccién por via endocitica (62). Ademas, la
transfeccién es mayor con un exceso de aminas primarias del dendrimero fren-
te a grupos fosfato del ADN, dotando al complejo de una carga total positiva,
probablemente por favorecer la adhesién del complejo a la superficie celular,
cargada negativamente. Los dendrimeros PPI de mayor generacion (que no con-
tienen amidas) son demasiado citotoxicos para ser usados como vehiculos no
virales, sin embargo los de baja generacidn pudieran ser una buena opcion (31).

Los dendrimeros amino terminados no modificados transportan el ADN has-
ta la membrana y pueden ayudar al proceso de transfeccién induciendo disrup-
cién de la misma. En teoria el ADN desnudo, cargado negativamente, seria re-
pelido por la superficie externa celular, también cargada negativamente.

Por otro lado los dendrimeros CBS pueden tener una labor fundamental en
la liberacion controlada de fragmentos de ADN y siRNA de interferencia, como
muestra Weber y colaboradores (37). En la ilustracion de la Figura 5.10 se ob-
serva la transfeccion eficaz de oligonucledtidos antisentido por medio de den-
drimeros CBS en células de la sangre.
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Ficura 5.10. Imagen de Microscopia confocal de células mononucleares de sangre periférica

(PBML) transfectadas con un oligonucleétido antisentido fluorescente REV medinate un

dendrimero carbosilano. Membrana celular estd marcada con Texas Red en rojo, el niicleo celular

estd marcado con DAPI en color azul, y el oligonucledtido antisentido estd marcado con FITC

en color verde. Imagen cortesia laboratorio Inmunobiologia Molecular (Hospital General
Universitario Gregorio Maranoén, Madrid).

Dendrimeros en vectorizacion de farmacos

Una forma de direccionar los dendrimeros hacia las células deseadas es la
de funcionalizarlos con 4cido félico, que es captado por las células por la via
del receptor de folato, el cual estd sobre-expresado en las células tumorales. Los
dendrimeros funcionalizados de esta forma tendrian preferencia por entrar en las
células tumorales sobre las células normales, con lo cual se convierten en bue-
na molécula base para el transporte de farmacos citotoxicos (63, 64). Muy re-
cientemente, dendrimeros PAMAM modificados con folato en su superficie han
sido utilizados como transportadores de isétopos de boro en terapias de captu-
ra de neutrones en cédncer (65). Los dendrimeros PAMAM conjugados con cis-
platino actian como un transportador macromolecular de platino, un firmaco
antitumoral. Este complejo dendrimero-platino da lugar a una liberacién con-
trolada del platino, llevando a una mayor acumulacién del mismo en tumores
s6lidos, con menor toxicidad que el cis-platino libre (66). Complejos PAMAM-
plata que liberan esta tltima lentamente han demostrado actividad antibacteria-
na contra varias bacterias Gram-positivas (67).

Las aproximaciones mencionadas estdn basadas en uniones no covalentes
entre el firmaco y el dendrimero. Una alternativa es la unién covalente mediante
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un enlace biodegradable. Dendrimeros con un nucleo 1,4,7,10 tetraazaciclodo-
decano con aminas primarias en superficie y modificados parcialmente con 1-
bromoacetil-5-fluoro-uracil para formar una unién imida Iabil liberan de forma
controlada 5-fluoro-uracilo, un potente antitumoral, mediante hidrélisis de la
imida a pH fisiolégico in vitro (68).

Los carbohidratos son una clase de moléculas importantes en el reconoci-
miento bioldgico. Las proteinas de unién a carbohidratos son denominadas lecti-
nas (69). Las interacciones lectina-carbohidratos han sido descritas en numerosos
casos en el sistema inmune (en los eventos que llevan a activacion celular), en in-
fecciones virales y bacterianas, en relacion con el cancer y el crecimiento celular,
etc. Los farmacos basados en carbohidratos tienen por tanto interés como anti-ad-
hesinas microbianas, antagonistas de toxinas, o bien como farmacos antiinflama-
torios, antivirales y anticancerosos. Un ejemplo son los glicodendrimeros, prepa-
rados mediante la unién de las aminas terminales de dendrimeros PAMAM G3 o
dendrimeros de lisina a manosa-isotiocianato, acido sialico o lactosa. Con el aduc-
to octamérico se consigue aumentar 300-400 veces la afinidad por la lectina ma-
nosa especifica del monocito-macréfago respecto a la afinidad del monosacérido
(manosa) (70). Los glicodendrimeros han sido utilizados como antigenos para va-
cunas (71, 72). Glicodendrimeros con el antigeno T- asociado beta Gal 1-3 alfa-
GalNAc disacdrido se ensayaron para union a la lectina especifica de galactosa
(73). Estos pueden ser utilizados en la deteccién de tumores que expresen recep-
tores de antigenos T, y para vehiculizar firmacos hacia los mismos. En conclu-
sion, los dendrimeros glicosilados pueden mimetizar los glicoconjugados natura-
les e interactuar eficientemente con los receptores carbohidrato naturales.

Dendrimeros en administracion transdérmica de farmacos

En el caso de algunos farmacos como los antiinflamatorios no esteroideos,
la administracién transdérmica se estd estudiando para obviar las vias mds cla-
sicas (oral, parenteral) con el fin de evitar efectos secundarios tales como los
gastrointestinales o la nefrotoxicidad. La presencia del dendrimero, en unién con
los farmacos a administrar, induce alteraciones en la piel que aumenta su per-
meabilidad (74).

Existe la posibilidad de evaluar dendrimeros, también los carbosilano, para fa-
cilitar la administracién por iontoforesis de farmacos aniénicos, dotandolos de una
carga total positiva que facilite su paso a través de la piel al aplicarse una diferen-
cia de potencial entre la parte externa e interna de la misma. En este particular me-
rece especial atencion la posible administracion de insulina a través de la piel.
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Dendrimeros como antivirales

En general, los dendrimeros antivirales funcionan mimetizando artifi-
cialmente las superficies celulares anidnicas, por lo tanto estos dendrimeros
son disefiados con grupos anidnicos de superficie como residuos sulfonato o
de acido sidlico, que son carbohidratos acidicos presentes en la superficie ce-
lular. En otras palabras, el dendrimero compite con la superficie celular por
la unién al virus, llevando a una menor probabilidad de infeccién de la cé-
lula por parte de éste (Figura 5.11). Dendrimeros de polilisina modificados
con residuos de naftil y con grupos sulfonato de superficie han demostrado
inhibir la infecciéon por Herpes Simplex in vitro (40), inhibiendo no sélo la
entrada sino también pasos posteriores de la replicacion viral (75); lo mismo
ocurre con PAMAM modificados covalentemente con residuos naftil-sulfo-
nato: en este caso son capaces de inhibir la replicacién del VIH tanto a ni-
vel de la entrada celular como en pasos posteriores, interfiriendo con la re-
trotranscriptasa y la integrasa (76, 77).

PAMAM funcionalizados con 4cido sidlico inhiben eficientemente la infec-
cion por Influenza A H3N2; sin embargo, la inhibicién esta limitada a este sub-
tipo de Influenza (78). Se ha disefiado también un dendrimero con grupos ami-
da de superficie que funciona como inhibidor del virus respiratorio sincitial. El
mecanismo exacto no es del todo conocido, pero parece que es debido a la for-
macion de puentes de hidrégeno entre los grupos periféricos del dendrimero con
la proteina de fusion del virus.

Dendrimero
F Céla y virus
% ™ compiten con el
dendrimero
Célula

Asoclaclén virus- dendrimero
% no permite la infeccién virica
Acldo sldlico s—

Fiura 5.11. Mecanismo de accion de los dendrimeros como antivirales.
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Dendrimeros como antibacterianos

En contraste con los dendrimeros antivirales, los dendrimeros antibacteria-
nos contienen generalmente grupos catiénicos de superficie tales como aminas
o grupos tetraalquil amonio. Estos dendrimeros catiénicos se adhieren y dafian
la membrana bacteriana, causando la lisis de la bacteria. Dendrimeros PPI con
grupos alquil amonio terciarios de superficie han demostrado una amplia acti-
vidad bactericida tanto contra Gram positivos como contra Gram negativos (79,
80). Estos dendrimeros presentan una mayor capacidad bactericida que otros po-
limeros hiperramificados.

Dendrimeros de polilisina han demostrado inhibir la adhesién de E. coli a
eritrocitos equinos en ensayos de hemaglutinacién (81). Los dendrimeros CBS
de generaciéon 5 y 6 demostraron actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram+ y Gram- (82). Segin De la Mata y colaboradores, esta actividad dismi-
nuye ligeramente cuando la generacién de dendrimeros incrementa, principal-
mente en bacteria Gram-, debido principalmente a la diferencia en estructura de
la pared celular en estos organismos.

Dendrimeros como antitumorales

En tratamientos fotodinamicos, el farmaco se convierte en toxico tras irra-
diacién debido a la formacién in situ de pequefias cantidades de oxigeno en es-
tado singlete, el cual tiene efectos fisiologicos deletéreos (83). En comparacién,
el farmaco no debe ser toxico bajo condiciones de no irradiacién (pro-farmaco).
Se han publicado algunos articulos acerca de dendrimeros portadores de drogas
fotosensibles; por ejemplo, conteniendo 4cido 5-aminolevulinico en la periferia,
siendo éstos prometedores agentes para tratamiento de tumores de queratinoci-
tos (84). Dendrimeros basados en poliarileter portando protoporfirina como fo-
tosensibilizador han sido evaluados como candidatos para el tratamiento de tu-
mores sélidos (85).

Dendrimeros como desnaturalizantes de proteinas

Ciertos tipos de dendrimeros actian disminuyendo la constante dieléctrica y
la viscosidad del agua y desordenando su estructura regular mediante la reorga-
nizacién de las moléculas de agua en la superficie del dendrimero. Esto lleva a
desfavorecer las interacciones hidrofébicas, lo cual es muy desestabilizador para
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la mayoria de las estructuras terciarias de las proteinas (desnaturalizacién). Las
sustancias que producen este efecto se llaman «caotropos», y ejemplos clasicos
de los mismos son sales como el MgCl,, la urea, el cloruro de guanidio, el tio-
cianato sodico, el tiocianato de guanidio o disolventes organicos como el aceto-
nitrilo, propanol y metanol. Generalmente los caotropos sirven para desnaturali-
zar y solubilizar proteinas. Asi, hay un ejemplo sumamente interesante de la
aplicacion de dendrimeros como desnaturalizantes de proteinas es su uso para di-
solver agregados de proteinas pridnicas (86). Las proteinas pridnicas son capa-
ces de adoptar una estructura-conformacion patogénica que causa neuropatias
mortales llamadas encefalopatias espongiformes (Creutzfeldt-Jakob, mal de las
«vacas locas», scrapie ovino, etc). Estas proteinas forman agregados insolubles,
los cuales se encuentran en los cerebros de los individuos afectados. Estos agre-
gados son solubles s6lo en solventes que contienen tanto detergentes como des-
naturalizantes (tipicamente cloruro de guanidio 6 M). Sin embargo, estos agre-
gados pueden ser solubilizados por dendrimeros catidnicos como los PEI, PPI, y
los PAMAM,; los de mayor generacién con mayor nimero de aminas en super-
ficie son los mas eficaces. Lo destacable es que no se han descrito otros com-
puestos capaces de disolver agregados pridnicos ya formados previamente.

Dendrimeros en vacunas

Es bien sabido que las moléculas de bajo peso molecular (como los péptidos)
no son muy inmunogénicos o bien inducen una respuesta inmune débil tras su in-
yeccién en el huésped. Sin embargo, este problema puede ser solucionado incre-
mentando su peso molecular bien mediante polimerizacién o bien mediante acopla-
miento a un transportador de alto peso molecular multivalente (tradicionalmente una
proteina) (87). Para la preparacién de inmundgenos muy definidos y altamente re-
producibles como los que se necesitan para la fabricacion de vacunas, otros tipos de
transportadores son muy deseables, como los dendrimeros, con una estructura muy
definida y con muchos grupos funcionales capaces de unir antigenos en su periferia.
Tam y col desarrollaron un dendrimero MAP (del inglés «multiple antigenic pepti-
de») (88, 89), el cual puede ser sintetizado con mezclas definidas de epitopos B o T.
La mayoria de las inmunizaciones in vitro ensayadas con dendrimeros MAP han sido
realizadas con adyuvantes tradicionales: en el ensayo de Moreno y col. (90), se en-
say6 la capacidad de induccién de la produccion de anticuerpos por parte de hidrd-
xido de aluminio, adyuvante de Freund y saponina en combinacién con una estruc-
tura MAP que contenia péptidos de Plamodium falciparum estimuladores de células
T y B. Ota y col. demostraron que las estructuras MAP eran procesadas por las cé-
lulas presentadoras de antigenos en la misma forma que los antigenos derivados de
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patégenos intracelulares (ejemplo: virus), dando lugar a una potente respuesta inmu-
ne, incluyendo la produccién de células T citotoxicas (91). Los dendrimeros MAP
son construcciones asimétricas en forma de cufia formadas por sucesivas generacio-
nes de residuos de lisina. Estos dendrimeros presentan un gran nimero de aminas
primarias que pueden ser acopladas a antigenos de bajo peso molecular, con la in-
tencién de aumentar la inmunogenicidad, obviando la necesidad de utilizar proteinas
transportadoras. Este tipo de estructuras MAP estian en ensayo para obtener vacunas
para la malaria y la enfermedad «pié-boca» (92-94).

Las estructuras MAP han sido utilizadas también para transportar antigenos
no peptidicos como carbohidratos, haptenos, etc, en el contexto de vacunas: un
ejemplo es su estudio en vacunaciones contra tumores de colon en rata con alu-
minio como adyuvante (95).

Por otra parte, los dendrimeros pueden ser utilizados ellos mismos como adyu-
vantes en vacunaciones (un adyuvante es una sustancia que aumentan la inmunoge-
nicidad de un antigeno deseado cuando los dos se administran en conjunto) (41).

Dendrimeros actualmente en fase preclinica o clinica

Debido al gran interés que han despertado los dendrimeros en los ultimos
20 anos, algunos de ellos se encuentran en fases preclinicas, y uno sélo de ellos
en fase clinica.

En la actualidad los dendrimeros son moléculas con un alto grado de espe-
cializacién, y como hemos analizado en el apartado anterior, pueden ser aplica-
dos a diversas ramas de la medicina: tratamiento, prevencién y diagnéstico.

En la Tabla 5.2 se enumeran algunas patentes mundiales de fairmacos por
distintas instituciones, empresas farmacéuticas y empresas de biotecnologia.

Como diagnéstico se ha encontrado una aplicacién interesante de un den-
drimero de gadolinio utilizado para diagnosticar fallo renal agudo inducido por
sepsis mediante imdgenes de resonancia magnética (96).

En el campo de la prevencion, podemos encontrar dendrimeros utilizados como
antivirales para la prevencion de la infeccién por VIH (97). El dendrimero SPL7013
(Vivagel®, Starpharma Pty, Ltd.) esta siendo desarrollado como férmula de aplica-
cién tdpica vaginal para impedir la infeccién del virus durante el acto sexual. Este
dendrimero es actualmente el primero y el tinico tratamiento basado en dendrime-
ros que estd autorizado para proceder con los ensayos clinicos por la FDA y la fase
I de ensayos en humanos ya ha sido testada con éxito (97).
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TaBLA 5.2. Muestra de patentes de dendrimeros y aplicaciones terapéuticas
y diagnosticas de los mismos.

Patente Licenciatario Titulo Aplicacion
WO 2008133954 | Genzyme Corporation Dendrimeros amido-amina
WO 2008121153 | University of Utah Métodos de produccion y usos | Excipientes
de los dendrimeros farmacéuticos
WO 2008089256 | Cappella, Inc Terapéutica con dendrfmeros Lesiones inflamatorias en
céneer
JP2008050283 Saitama University Acidos sidlicos tipo tiolglicdsido
unidos a dendrimeros Influenza
WO 2008017122 | Starpharma Pty.Ltd. Baker Agentes de contraste de
Medical Research Institute dendrfmeros polilisina
WO 2008017125 | Starpharma Pty.Ltd. Agente terapéutico de dendrimero
de polilisina
WO 2008011967
DE 102006035041 | Patente Merck GmbH 1,4-Bis(2-tienilvinil)benzol
derivados y su uso
WO 2008011047 | Genzyme Corp. Dendrimeros aminados Hiperfosfatemia
WO 2008008483 | University of Michigan Métodos de produccion y usos | Diagnstico de
de los dendrimeros cdncer
WO 2007149500 | Dendritic Nanotechnologies, Formulaciones conteniendo
Inc. dendrfmeros hibridos

Como tratamiento avanzado en preclinica los dendrimeros (G5) estdn sien-
do estudiados en el grupo de James Baker y colaboradores (98) como transpor-
tador de un farmaco citostdtico, el metotrexato (MTX), y funcionalizados con
acido félico (FA) en su superficie. El conjugado resultante, G5-FA-MTX ha de-
mostrado su eficacia y especificidad en células con receptor de dcido félico in
vitro e in vivo. Los estudios en fases clinicas deberdn demostrar que este con-
jugado tiene una viabilidad para el tratamiento del cancer.

En la Tabla 5.3 se muestran algunos dendrimeros en su fase preclinica o cli-
nica mds avanzada, donde podemos observar la gran diversidad de aplicaciones
que pueden tener los dendrimeros que actualmente estdn siendo objeto de in-
tensas investigaciones en todo el mundo.
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TaBLA 5.3. Fases clinicas y preclinicas de los dendrimeros en los que se busca
una aplicacion terapéutica, diagndstica o preventiva.

Fase Cddigo Producto Aplicacion Mecam‘s§n0 Organizacion
de accion
Clinica I SPL Dendrimero | Prevencion HIV | Antiviral topico | Starpharma Pty, Ltd.
7013 y herpes genital | vaginal
Preclinica DAB-Am64- | Complejo Diagndstico por Universidad Kyoto
(1B4M-Gd)64 | dendrimero- | RMN de cdncer y National
gadolinio hepatobiliar Cancer Institute
Preclinica Dendrfmeros | Fdrmacos College Universitaire
oncoliticos de Saint-Boniface y
Ohio State University
Preclinica Dendrimeros | Farmacos College Universitaire
oncoliticos de Saint-Boniface y
Ohio State University
Preclinica pGEG.FasL Terapia génica | Terapia cdncer | Kyoto Prefectural
de prostata University of
Medicine
Diagndstico Agentes
bioldgico C3d Dendrimeros | Diabetes tipo I neurotrdficos
Preclinica FGL4 Dendrimeros | Tratamiento Activadores Enkam
FGL-D ictus y desérdenes | FGFRI
Cognitivos
Preclinica BD-C225 Dendrimeros | Farmacos Ohio State
(225-G5- radiosensibili- | oncoliticos University
B1100 zantes
Preclinica Gd-DI Complejos Agentes para Mitsubishi
Dendrimero- | RMN Tanabe Pharma
Gadolinio
Diagnostico Dendrimeros | Tratamiento Genzyme
bioldgico trastornos renales
¢ hiperparatoidismo|

CONCLUSIONES

En conclusién, los dendrimeros son polimeros sintéticos con una forma glo-
bular extremadamente bien definida y con una serie de propiedades inmejora-
bles para su uso en aplicaciones bioldgicas. Responden de forma predecible en
solucion, pueden ser modificados ampliamente para portar multiples ligandos
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con actividad biolégica, pueden atravesar barreras bioldgicas, y son fabricados
con muy pocos defectos estructurales, lo cual hace facil su andlisis por medios
tales como espectrometria de masas, espectroscopia de infrarrojos o resonancia
magnética nuclear (RMN).

Existen distintos tipos de dendrimeros diferentes en su quimica que estan
siendo estudiados para transfecciéon de genes u oligonucle6tidos, transporta-
dores de farmacos, disefio de vacunas, interacciones huésped-receptor,
biosensores, etc. Es importante resaltar que los dendrimeros tienen una enor-
me aplicacion también en otros campos tales como la cosmética, electronica,
foténica, industrias quimicas, entre otros. Desde tecnologia basada en dendri-
meros para formar pelotas de golf (US patent 7101951), hasta productos na-
noscépicos para el pelo que incluyen dendrimeros (US Patent 0072728). En
este sentido, la compaiiia ExxonMobil es propietaria de una patente basada en
tecnologia de dendrimeros donde se utilizan para incrementar el flujo del acei-
te a temperaturas muy frias. También el US Army Research Laboratory esta
desarrollando un agente de deteccion de anthrax basado en dendrimeros, lla-
mado «Alert Ticket».

La irrupcién en el campo de la Biomedicina de estas macromoléculas dard
lugar a la aparicién de nuevas estrategias terapéuticas y de diagndstico emple-
ando farmacos y moléculas ya conocidos o de nueva aparicion, que se combi-
nardn con los dendrimeros para adquirir nuevas compuestos farmacéuticos con
alto grado de especializacion, seguridad y eficacia ofreciendo un alto valor te-
rapéutico y de bienestar a la sociedad.
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